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STB (54) Titre : PROCEDE DE DETECTION ET/OU QUANTIFICATION DE CELLULES TUMORALES CIRCULANTES ET SON 
== UTILISATION DANS LE DIAGNOSTIC PRECOCE, LE PRONOSTIC ET LE DIAGNOSTIC DES RECHUTES ET DANS LE 
^= CHOIX ET L' EVALUATION DES TRAITEMENTS THERAPEUTIQUES 

— — (57) Abstract: The invention relates to a method for the detection and/or characterisation of circulating tumour cells, in a biological 
J=== sample from a patient suffering from solid cancer, which can release or secrete in vitro one or more tumour markers. The inventive 
== method consists in: (i) depositing a known quantity of the aforementioned cells at the bottom of a culture surface to which at least 
— one specific binding partner of the tumouivmarkerCs) is fixed, (ii) cultivating said cells in conditions such that they release or secrete 
= the aforementioned tumour markers which are immunocaptured at the bottom of the culture surface, (iii) eliminating the cells by 
washing, (iv) adding at least one specific labelled conjugate of said tumour markers, and (v) viewing the labelling thus obtained. 

The invention also relates to the use of the inventive method in the early diagnosis and prognosis of the pathology, in the selection 

and evaluation of the effectiveness of therapeutic treatments and in the diagnosis of relapses in relation to solid cancers. Moreover, 
the invention relates to diagnostic kits comprising a culture surface that has been coated with one or more binding partners of the 
^2 specific tumour markers of the cancer being studied and the corresponding previously -labelled conjugate(s). 

fs| (57) Abrege : La presente invention concerne un precede de detection et/ou quantification de cellules tumorales circulantes d'un 
echantillon biologique d'un patient atteint de cancer solide, lesquelles sont capables de relarguer ou secreter in vitro un ou plusieurs 
CK marqueurs ttrmoraux, comprenant les etapes consistant a (i) deposer une quantite connue desdites cellules au fond d'une surface de 
culture sur laquelle est fixe au moins un partenaire de liaison specifique dudit ou desdits marqueurs tumoraux, (ii) cultiver lesdites 
cellules en conditions telles qu'elles relarguent ou secretent lesdits marqueurs tumoraux qui sont immunocaptures au fond de ladite 
surface de culture, (iii) eliminer les cellules par lavage, (iv) ajouter au moins un conjugue marque specifique desdits marqueurs 
£5 tumoraux et visual iser le marquage ainsi obtenu. Elle concerne egalement V utilisation dudit procede dans le diagnostic precoce et 
le pronostic de la pathologie, dans le choix et revaluation de Tefficacite des traitements therapeutiques et dans le diagnostic des 
rechutes dans le cadre de cancers solides, ainsi que les kits de diagnostic comprenant une surface de culture prealablement revetue 
d'un ou plusieurs partenaires de liaison des marqueurs tumoraux specifiques du cancer dont on veut effectuer la recherche et le ou. 
les conjugues correspondants prealablement marques. 
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Procede detection et/ou quantification de cellules tumorales circulantes et son 
utilisation dans le diagnostic precoce, le pfonostic et le diagnostic des rechutes et 
dans le choix et revaluation des traitements therapeutiques 

5 La presente invention concerne le domaine du diagnostic biologique en 

cancerologie. Plus particulierement, la presente invention a pour objet un procede de 
detection et/ou quantification de cellules tumorales circulantes capables de relarguer ou 
secreter in vitro un ou plusieurs marqueurs tumoraux, ainsi que l'utilisation de ce 
procede dans le diagnostic precoce et le pronostic de la pathologie, dans le choix des 

10 traitements therapeutiques et revaluation de leur efficacite, ainsi que dans le diagnostic 
des rechutes dans le cadre de cancers solides. 

Le diagnostic actuel de cancers consiste en un diagnostic clinique, tel que 
palpation mammaire dans le cas du cancer du sein, et/ou un examen paraclinique, tel 
que mamrnographie, scanner, la confirmation etant effectuee par une analyse 

15 histologique telle que biopsie ou intervention chirurgicale. 

Le diagnostic clinique ou paraclinique precoce du cancer est difficile, 
notamment du fait du manque d' accessibility anatomique des zones cancereuses. En 
consequence, de nombreuses tumeurs ne sont generalement mises en evidence que 
tardivement. 

20 Le meme probleme se rencontre lorsque les zones sont anatoiiiiquement 

accessibles. Par exemple, dans le cas du cancer du sein, lorsque qu'une tumeur est 
detectee au cours d'une mamrnographie, elle a souvent une evolution infraclinique de 8 
ans en moyenne. 

A Theure act,uelle, ii n'existe pas ou peu de methode diagnostique 
25 biologique permettant a elles seules le diagnostic de cancer. 

Les methodes de diagnostic biologique actueilement developpees 
permettent de suivre revolution d'un cancer deja diagnostique ou de depister une 
recidive, par exemple par dosage de certains marqueurs tumoraux. Ainsi sont doses des 
marqueurs seriques ou urinaires par des techniques bien connues de l'liomme du metier. 
30 En revanche, la detection directe de cellules tumorales circulantes est peu 

exploree et il n'existe pas de test de routine. 
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De plus, aucune des rnethodes prec6demment citees ne permet de. 
s'assurer de ia viabilite des cellules circulantes et de leur potentiel de survie. 

Cordoba F., et al. (2000, British Journal of Haematology, 108, 549-558) 
out decrit un precede de detection de cellules myelomateuses de patients atteints d'un 

5 mySlome multiple en utilisant la propriete connue de ces cellules k secreter de 
rimmunoglobuline. Les cellules myelomateuses sont issues de lymphocytes B 
normalement presents dans le sang et normalement s6creteurs d'immunoglobulines. 

La Demanderesse a maintenant trouv6 de maniere surprenante que les 
cellules tumorales circulantes issues de cancers solides etaient capables de relarguer ou 

10 secreter certains marqueurs tumoraux et qu'il etait possible de detecter cette secretion. 

La demanderesse a ainsi mis au point un nouveau procede de detection 
et/ou quantification de cellules tumorales circulantes issues de cancers solides utilisant 
cette caracteristique particuliere de relargage ou secretion de marqueurs tumoraux et 
pallianl les inconvenients ci-dessus, a savoir qu'il est simple a mettre en oeuvre en ce 

15 sens qu'il ne comporte qu'une seule etape d'analyse et qu'il ne necessite pas de 
materiel specifique. De plus, ce procede permet de detecter des cellules circulantes 
rares du fait de sa sensibilite tres elevee et permet egalement de s' assurer de la viabilite 
desdites cellules tumorales. II est done tres utile tant en diagnostic qu'en exploration de 
la maladie residuelle et qu'en evaluation du potentiel de survie, done d'agressivite, de 

20 ces cellules circulantes. 

Ainsi, la presente invention a pour objet un procede de detection et/ou 
quantification de cellules tumorales circulantes d'un echantillon biologique, lesquelles 
sont capables de relarguer ou secreter in vitro un ou plusieurs marqueurs tumoraux, 
comprenant les etapes consistant a : 

25 (i) deposer une quantite connue desdites cellules au fond d'une surface de culture 

sur laquelle est fixe au moins un partenaire de liaison specifique dudit ou desdits 
marqueurs tumoraux, 

(ii) cultiver lesdites cellules en conditions telles qu'elles relarguent ou secretent 
lesdits marqueurs tumoraux qui sont immunocaptures au fond de la surface de culture, 

30 (iii) eiirniner les cellules par lavage, 
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A titre d'exemple d'antigene secrete, on peut citer le PSA qui est produit 
par les cellules du cancer de la prostate, la proteine catkepsine-D (Cath-D) qui est une 
aspartyl protease du lysosome exprimee dans tous les tissus mais qui est surexprini6e 
par les cellules cancereuses dans le cadre du cancer du sein, la thyroglobuline (TG) 
5 produite par les cellules cancereuses dans le cadre du cancer de la thyrolde, la proteine 
CA 125 produite par les cellules cancereuses dans le cadre du cancer de Fovaire, les 
proteines ACE et CA 19-9 produite par les cellules cancereuses dans le cadre du cancer 
colorectal et Falpha foetoproteine (AFP) produite par les cellules hepatiques dans le 
cadre des hepatocarcinomes. 
10 Selon un mode de realisation prefere de Finvention, les cellules tumorales 

sont capables de relarguer comme niarqueur tumoral la proteine CA15-3 et le cancer 
recherche est le cancer du sein. 

Selon un autre mode de realisation prefere de T invention, les cellules 
tumorales sont capables de secreter comme niarqueur tumoral la proteine TG et le 
1 5 cancer recherche est le cancer de la tliyro'ide. 

Selon un autre mode de realisation prefere de Finvention, les cellules 
tumorales sont capables de re-secreter comme marqueur tumoral la proteine CA 125 et 
le cancer recherche est ie cancer de Fovaire. 

Selon un autre mode de realisation prefere de Finvention, les cellules 
2o lumorales sont capables de secreter comme marqueur tumoral les proteines ACE et CA 
1 9-9 et le cancer recherche est le cancer colorectal. 

Selon un autre mode de realisation prefere de rinvention, les cellules 
lumorales sont capables^cie secreter comme marqueur tumoral Falpha foetoproteine et 
le cancer recherche est le cancer primaire du foie. 
25 Selon un autre mode de realisation prefere de Finvention, les cellules 

tumorales sont capables de secreter comme marqueur tumoral le PSA et le cancer 
recherche est le cancer de la prostate. 

Les partenaires de liaison specifiques des marqueurs tumoraux sont 
constitues par tout partenaire susceptible de se lier avec les marqueurs tumoraux. A titre 
30 d'exemple, on peut citer les anticorps, les fractions d'anticorps et les proteines. 

Les anticorps partenaires de liaison sont soit des anticorps polyclonaux, soit 
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Dans le cas du cancer de la prostate ou les cellules sont capables de 
secreter le PSA, on pourra utiliser, comme partenaire de liaison, des anticorps anti- 
PSA. 

Dans le cas du cancer de la thyroide ou les cellules sont capables de 
5 secreter de la TG, on pourra utiliser, comme partenaire de liaison, des anticorps anti- 
TG. 

Dans le cas du cancer de Povaire ou les cellules sont capables de secreter 
du CA 125, on pourra utiliser, comme partenaire de liaison, des anticorps anti-CA 125. 

Dans le cas du cancer colorectal ou les cellules soat capables de secreter 
10 du CA 19-9 ou de PACE, on pourra utiliser, comme partenaire de liaison, des anticorps 
anti-CA 19-9 et anti-ACE. 

Dans le cas de Phepatocarcinome ou les cellules sont capables de secreter 
de P alpha foetoproteine, on pourra utiliser, comme partenaire de liaison, des anticorps 
anti-AFP. 

l5 La surface de culture peut contenir plusieurs partenaires de liaison. De 

preference, la surface de culture contient jusqu'a quatre partenaires de liaison differents. 

Selon un mode de realisation prefere, la surface de culture contient deux 

types d' anticorps differents diriges contre des antigenes specifiques du cancer du sein, 

de preference les anticorps anti-CA15-3 et anti-Cath-D. 
20 La surface de culture est telle qu'elle permet la culture de cellules 

tumorales. A titre d'exemple, on peut citer les micropuits, les microplaques, les 

surfaces plastiques et les membranes. 

Le micropuits ou la microplaque eux-memes peuvent etre constitues de 

plastique de sorte que les partenaires de liaison sont fixes directement au micropuits ou 
25 a la microplaque. lis peuvent egalement contenir une membrane classiquement connue 

de Phomme du metier, laquelle est susceptible de fixer les partenaires de P invention. A 

litre d'exemple, on peut citer les membranes en nitrocellulose et en Imniobilon-P 

(Millipore Corporation,). 

L'echantillon biologique de patients d'intcret est depose directement au 
30 fond de la surface de culture ou bien les cellules non hemapoietiques sont enrichies 

avant depot sur ledit fond. 
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ligands capztbles de reagir avec un anti-ligand. Les couples ligand/anti-ligand sont bien 
connus de l'homme du metier, ce qui est le cas par exemple des couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptdne/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, 
sucre/lectine, polynucleotide/complementaire du polynucleotide. Dans ce cas, c'est le 
5 ligand qui porte I* agent de liaison. L' anti-ligand peut etre detectable directement par les 
marqueurs decrits au paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un 
ligand/anti-ligand. 

Ces systemes de detection indirects peuvent conduire, dans certaines 
conditions, a une amplification du signal. Cette teclinique d' amplification du signal est 

10 bien connue de l'homme du metier, et Ton pourra se reporter aux demandes de brevet 
anterieures FR9S/10084 ou WO-A-95/08000 de la demanderesse ou a Particle J. 
Histochem. Cytochem. 45 : 481-491, 1997. 

Selon le type de marquage du conjugue utilise, Phomme du metier 
ajoutera des reactifs permettant la visualisation du marquage. 

15 Ainsi, par exemple, dans le cas des enzymes, il est necessaire d'aj outer un 

substrat chromogene, tel que le NBT-BCPI pour la phosphatase alcalme ou r AEC pour 
la peroxydase. L'addition du substrat cliromogene laisse alors apparaitre a Fendroit oil 
se trouvait une cellule cible un precipite colore ou immuno-spot (bleu avec le NBT- 
BCIP et rouge avec PAEC), veritable empreinte proteique laissee par la cellule. 

20 L' ensemble des immuno-spots presents au fond de la surface de culture 

peut etre visualise et denombre a la loupe binoculaire ou mieux a 1' aide de lappareillage 
KS ELISPOT (Societe Carl Zeiss Vision GmbH) equipe d'un microscope perfonnant et 
d n une camera numeriquecouples a un systeme infomiatique. 

Pour le marquage en fluorescence, P ensemble des immunospots est 

25 visualise et denombre avec Tappareillage KS ELISPOT adapte a l'etude de la 
fluorescence. 

Les criteres retenus pom- 1' analyse de ces spots incluent le diametre, la 
coiileur, la forme, la saturation, le contraste et le gradient de diffusion. En effet, la 
densite et la granulosity des spots decroit du centre vers la peripheric suivant un 
30 gradient de diffusion tres caracteristique d'une synthese proteique. 
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j, Un autre objet de Finvention consiste done en Tutilisation du proced6 de 
I 1 invention pour e valuer le potentiel de survie des cellules tumorales circulantes issxies 
de patients atteints de cancers solides. 

En effet, un rSsultat positif du proc6d6 de T invention met en evidence un 
5 tel potentiel de survie. 

Le procede de 1'invention peut etre mis en ceuvre grace a un kit de 
diagnostic comprenant une surface de culture prealablement revetue d'un ou plusieurs 
partenaires de liaison des marqueurs tumoraux specifiques du cancer dont on veut 
effectuer la recherche, le ou les conjugues correspondants prealablement marques. Le 
10 kit peut egalement contenir les solutions pour le lavage drastique des cellules apres 
immunocapture. 

Bien entendu, le procede de Finvention peut etre utilise pour denombrer 
toute cellule tumorale circulante capable de relarguer ou secreter au moins un marqueur 
identifie comme marqueur tumoral pour lequel il existe un partenaire specifique de 
15 liaison. 

Ainsi, par exemple, le procede de F invention permet de denombrer : 

- des cellules thyroidiennes tumorales productrices de thyroglobuline (TG) ou de 
calcitonine (CT) } 

- des cellules hepatiques tumorales productrices d'alplm-foetoproteines (AFP), 

20 - des cellules testiculaires tumorales productrices d'AFP ou d'hormone choronic 
gonadotropine (beta-HCG), 

- des cellules mammaires tumorales productrices de CA15-3, de cathepsine D, de PS2, 
d'Her2/neu, de mammaglobine B 7 

- des cellules ovariennes tumorales productrices de CA-125, 
25 - des cellules prostatiques tumorales productrices de PSA, 

- des cellules tumorales du systeme digestif (colon, rectum, estomac et pancreas) 
productrices de CA19-9, CA-125, de CA 19-9 et d'ACE, et 

- des cellules tumorales du melanome productrices de la proteine SI 00. 

La presente invention sera mieux comprise a.Paide des .exemples suivants 
30 donnes miiquement a titre illustratif et non limitatif, ainsi qu'a Faide des figures 1 a 3 
annexees, sur lesquelles : 
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, Si necessaire, les lignees cellulaires ont ete traitees avec 50jag/ml de 
cycloheximide sur un dispositif permettant a la fois l'inclinaison et la rotation a 37°C 
pendant une heure, avant d'effectuer les dosages. 

Les cellules viables provenant des lignees cellulaires ont ete comptees 
5 dans un hematocytometre apres coloration par exclusion au colorant bleu trypan, puis 
diluees en s6rie dans les puits en double dans un inilieu de croissance a differentes 
concentrations. Les plaques ont ensuite ete incubees a 37°C dans du C0 2 a 5% pendant 
24 heures. 

Apres lavage avec du PBS, on a ajoute soit des anticorps monoclonaux 
0 anti-Cath-D M1G8 (Garcia, M., Capony, F., Derocq, D., Simon, D., Pau, B., & 
Rochefort, supra) conjugues a la peroxydase de raifort, soit des anticorps monoclonaux 
anti-CA15-3 DF3 (Dalcocytomation) conjugues a la phosphatase alcaline (procede une 
couleur), soit un melange de ceux-ci (procede a deux couleurs) et les plaques ont 6te 
incubees a la temperature ambiante. 

Le substrat chromatique approprie, a savoir kit de coloration AEC (Sigma- 
aldrich) pour la peroxydase de raifort et melange de sel de X-phosphate/5-bromo-4- 
chloro-3-indolyl-phosphate toluidine et de chlorure de 4-Nitro blue tetrazolium 
(BCIP/NTB, Sigma), a ete ajoute dans chaque puits. On a obtenu des precipites 
insolubles de couleur rouge (peroxydase/presence de Cath-D) ou bleue (phosphatase 
20 alcaline/presence de CA15-3) en 5 a 10 minutes. 

Les plaques ont ensuite ete lavees avec de Teau distillee pour stopper la 

reaction. 

Les immuno-spots ont ete comptes en utilisant Tappareillage ICS 
ELISPOT. Les puits sans cellules ou sans revetement d'anticorps specifiques ont ete 
25 inclus en tant que temoin. 

La figtire 1 montre les resultats obtenus. Conime montre sur la 
figure I A-B (I A pour Cath-D ; IB pour CA15-3) ou le procede une couleur a ete 
utilise, ['utilisation d'une combinaison d'anticorps monoclonaux anti-Cath-D et and- 
CA15-3 permet d'observer qu' environ 25% des cellules MCF-7 secretent les proteines 
30 Cath-D et/ou CA15-3 apres 24 heures de culture in vitro. L'addition de cycloheximide 
pendant la culture diminue a la fois la taille et le nombre de spots obtenus, ce qui 
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Marcy PEtoile, France) et ont ete laissees toute la nuit a +4°C. Les anticorps non lies a 

la membrane ont et6 elimines en lavant trois fois avec du PBS. Les sites non lies ont 

ensuite et6 bloques avec de la serumalbumine bovine a 5% (Sigma- Aldrich, St Quentin 

Fallavier, France) pendant une heure a la temperature ambiante. 
5 Si necessaire, les lignees cellulaires ont ete traitees avec 50|ag/ml de 

cycloheximide sur un dispositif permettant a la fois Pinclinaison et la rotation a 37°C 

pendant une heure, avant d'effectuer les dosages. 

Les cellules viables provenant des lignees cellulaires ont ete comptees 

dans un hematocytometre apres coloration par exclusion au colorant bleu trypan, puis 
10 diiuees en serie dans les puits en double dans un milieu de croissance a differentes 

concentrations. Les plaques ont ensuite ete incubees a 37°C dans du C0 2 a 5% pendant 

24 heures. 

Apres lavage avec du PBS, on a ajoute des anticorps monoclonaux anti- 
PSA (bioMerieux) conjugues a la phosphatase alcaline (precede une couleur), et les 
15 plaques ont ete incubees a la temperature ambiante. 

Le substrat chromatique approprie, a le melange de sel de X-phosphate/5- 
bromO"4~chloro-3-indolyl-phosphate toluidine et de chlorure de 4-Nitro blue 
tetrazolium (BCIP/NTB, Sigma), a ete ajoute dans chaque puits. On a obtenu des 
precipites insolubles de couleur bleue en 5 a 10 minutes. 
20 Les plaques ont ensuite ete lavees avec de l'eau distillee pour stopper la 

reaction. 

Les immuno-spots ont ete comptes en utilisaiat Tappareillage KS 
ELISPOT. Les puits sans cellules ou sans revetement d'anticorps specifiques ont ete 
inclus en tant que temoin. 
25 II est a noter que TefFicacite de Tisolement des cellules epitheliales a ete 

testee comme indique dans l'exemple 3, lequel a ete de 70%. 

Exemple 5 : Detection de cellules circulantes secretrices de PSA : 

On a isole des cellules epitheliales circulantes et des cellules 
30 mononucleees peripheriques par centrifugation pai* gi*adient de Ficoll-Hypaque 
(Pharmacia, Uppsala, Suede), de 8-10 ml d'echantillons sanguins provenant de 10 
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ont ensuite, ete bloques avec de la serumalbumine bovine a 5% (Sigina-Aldrich, ST 
Quentin Fallavier, France) pendant une heure a temperature ambiante. 

Les cellules ML-1 ont ete comptees dans un hematocytometre apres 
coloration par exclusion au colorant bleu trypan, puis diluees en s6rie dans les puits en 
5 double dans un milieu de croissance adequat a differentes concentrations. Les plaques 
ont ensuite ete incubees a 37°C dans du C0 2 a 5% pendant 24 heures. 

Apres lavages avec du PBS, on a ajoute des anticorps monoclonaux anti- 
TG (BioRad, Marnes la Coquette, France) conjugues a la phosphatase alcaline (procede 
une couleui-), et les plaques ont ete incubees a temperature ambiante. 
10 Le substrat chromatique approprie (melange de sel de X-phosphate/5- 

bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate toluidine et de chlorure de 4-Nitro blue tetrazolium 
(BCIP/NTB, Sigma) a ete ajoute dans chaque puits. On a obtenu des precipites 
insolubles de couleur bleue en 5 a 10 minutes. 

Les plaques ont ensuite et6 lavees avec de l'eau distillee pour stopper la 

15 reaction. 

Les immuno-spots ont ete comptes en utilisant Tappareillage KS 
ELISPOT. Les puits sans cellules ou sans revetement d'anticorps specifiques ont ete 

inclus en tant que temoin. 

II est a noter que l'efficacite de l'isolement des cellules epitheliales a ete 
20 testee comme indique dans l'exemple 3, lequel a ete de 70%. 

Exemple 7 : Detection de cellules circulantes s ecretrices de TG: 

On a isoie des cellules epitheliales circulantes et des cellules 
mononucleees peripheriques par cenuifugation par gradient de Ficoll-Hypaque 
25 (Pharmacia, Uppsala, Suede), de 8-10 ml d'echantillons sanguins provenant de 15 
patients presentant un cancer de la thyroide metastatique tiaites a l'hopital Lapeyronie 
au CHU de Montpellier, France. 

On a enrichi les cellules non hematopoietiques par depletion de toutes les 
cellules sanguines CD45(+) de lignee hematopoietique provenant des cellules 
30 mononucleees peripheriques en utilisant des anticorps anti-CD45 avec un marquage 
magnetique et un procede de separation magnetique selon les recommandations de 
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CA125 (Dakocytomation) conjugues a la phosphatase alcaline (procede une couleur), et 
les plaques ont ete incubees a temperature ambiante. 

Le substrat chromatique approprie (melange de sel de X-phosphate/5- 
bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphate toluidine et de chlorure de 4-Nitro blue tetrazolium 
5 (BCIP/NTB, Sigma)) a et6 ajoute dans chaque puits. On a obtenu des precipites 
insolubles de couleur bleue en 5 a 10 minutes. 

Les plaques ont ensuite ete lavees avec de l'eau distillee pour stopper la 

reaction. 

Les immuno-spots ont ete comptes en utilisant Pappareillage ICS 
10 ELISPOT. Les puits sans cellules ou sans revetement d'anticorps specifiques ont ete 
inclus en tant que temoin. 

II est a noter que Pefficacite de Pisolement des cellules epitheliales a ete 
testee corame indique dans l'exemple 3, lequel a ete de 70%. 

15 Exemple 9 : Denombrement des cellules tumorales provenant des lignees cellulaires 

tumorales Caco2 et HT-29 (cancer colorectal) 

On a utilise les lignees Caco2 et HT-29 car elles secretent des niveaux 

eleves des proteines CA 1 9-9 et ACE. Les deux lignees cellulaires ont ete testees pour 

les deux marqueurs tumoraux. 
20 La lignee cellulaire Caco2 a ete maintenue dans un milieu MEM avec des 

sels de Earles et des acides amines non essentiels, additiomie de serum de veau foetal 

(20%), de glutamine (2mM), de pyruvate de sodium (1 mM) et de bicarbonate de 

sodium (1,5 g/1). 

La lignee cellulaire HT-29 a ete maintenue dans un milieu du milieu 
25 McCo}' 7 s 5a contenant de la glutamine (1 ,5 mM) et du serum de veau foetal (1 0%). 

Des plaques de microtitrage de 96 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) 
utilisant une membrane de Immobilon-P conime phase solide (Millipore Corporation, 
Bedford, MA, USA) ont ete revetues d'anticorps monoclonaux anti-CA 19-9 
(Dakocytomation) ou anti-ACE (bioMerieux, Marcy TEtoile, France) et ont ete laissees 
30 toute la nuit a +4°C. Les anticorps non lies a la membrane ont ete elimines en lavant 
trois fois avec du PBS. Les sites non lies ont ensuite ete bloques avec de la 
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Des plaques de microtitrage de 96 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) 
utilisant une membrane de Immobilon-P comme phase solide (Millipore Corporation, 
Bedford, MA, USA) ont et6 revStues d'anticorps monoclonaux anti-CA125 
(Dakocytomation) et ont ete laissees toute la nuit a +4°C. Les anticorps non lies a la 
5 membrane ont ete elimines en lavant trois fois avec du PBS. Les sites non li6s ont 
ensuite ete bloques avec de la senuai-albuinine bovine a 5% (Sigma-Aldrich, ST 
Quentin Fallavier, France) pendant une heure a temperature ambiante. 

Les cellules ont ete comptees dans un hematocytometre apres coloration 
par exclusion au colorant bleu trypan, puis diluees en serie dans les puits en double 
10 dans un milieu de croissance adequat a differentes concentrations. Les plaques ont 
ensuite ete incubees a 37°C dans du C02 a 5% pendant 24 heures. 

Apres lavages avec du PBS, on a ajoute des anticorps monoclonaux anti- 
AFP (bioMerieux, Marcy l'Etoile, France) conjugues a la peroxydase (procede line 
couleur), et les plaques ont ete incubees k temperature ambiante. 
15 Le substrat chromatique approprie pour la peroxydase, a savoir le kit de 

coloration AEC (Sigma-Aldrich), a ete ajoute dans chaque puits. On a obtenu des 
precipites insolubles de couleur rouge en 10 minutes. 

Les plaques ont ensuite ete lavees avec de I'eau distillee pour stopper la 

reaction. 

20 Les immuno-spots ont ete comptes en utilisant l'appareillage KS 

ELISPOT. Les puits sans cellules ou sans revetement d'anticorps specifiques ont ete 
inclus en tant que temoin. 

II est a noter que Tefficacite de Tisolement des cellules epitheliales a ete 
testee comme indique dans l'exemple 3, lequel a ete de 70%. 
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5. Procedd selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que les cellules tumorales sont capables de secr6ter comme marqueur tumoral 
Pantigene PSA, et Ie partenaire de liaison est un anticorps anti-PSA. 

5 6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 

que les cellules tumorales sont capables de relarguer comme marqueur tumoral 
Pantigene proteique CA15-3, et le partenaire de liaison est un anticorps anti-CAl5-3. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
10 que les cellules tumorales sont capables de secreter comme marqueur tumoral 

Pantigene proteique TG, et le partenaire de liaison est un anticorps anti-TG. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que les cellules tumorales sont capables de secreter comme marqueur tumoral 

15 Pantigene proteique CA 125, et le partenaire de liaison est un anticorps anti-CA 125. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que les cellules tumorales sont capables de secreter comme marqueur tumoral les 
antigenes proteiques ACE et/ou CA 19-9, et les partenaires de liaison sont les anticorps 

20 anti-ACE et anti-CA19-9. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 ? caracterise en ce 
que les cellules tumorhles sont capables de secreter comme marqueur tumoral 
Pantigene proteique alpha foetoproteine, et le partenaire de liaison est un anticorps anti- 

25 AFP. 

11. Procede selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que les partenaires de liaison sont au nombre de deux et sont de preference des 
anticorps anti-CA15-3 et anti-Cath-D. 

30 
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20. Utilisation du procede selon 1'une quelconque des revendications 1 a 12 
pour evaluer le potentiel de survie des cellules tumorales circulantes issues de patients 
atteints de cancers solides. 

5 21. Kit de diagnostic pour la mise en oeuvre du procede selon Tune des 

quelconque des revendications 1 a 12, comprenant une surface de culture prealablement 
revetue d'un ou plusieurs partenaires de liaison des marqueurs tumoraux specifiques du 
cancer dont on veut effectuer la recherche, le ou les conjugues correspondants 
prealab lement marques . 
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FIGURE 1A 
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FIGURE 1C 
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FIGURE ID 




V 



WO 03/076942 



6/8 



PCT/FR03/00806 



FIGURE IF 
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FIGURE 2 
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